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Резюме. В работе представлены результаты исследований по разработке и оптимизации видоспецифичной прай-
мерной системы для молекулярно-генетической идентификации Listeria seeligeri - непатогенного представителя 
рода Listeria, часто выявляемого в пищевых продуктах. Актуальность разработки обусловлена тем, что большинство 
коммерческих диагностических систем ориентированы исключительно на детекцию патогенного L. monocytogenes, 
что может приводить к ложноположительным результатам при наличии филогенетически близких, но безвредных 
видов. Для повышения точности микробиологического контроля была создана оригинальная тест-система на ос-
нове метода ПЦР в режиме реального времени. В качестве уникальной мишени выбран ген LSE_RS03515, кодиру-
ющий белок с LapB-повторами, присутствующий только у L. seeligeri. Дизайн 2 пар праймеров (LsF1 LsR1 и LsF2 LsR2) 
выполнен с использованием программного инструмента Primer-BLAST (NCBI). Экспериментально подтверждена 
100 % специфичность разработанных систем при тестировании на ДНК семи видов листерий. Оптимизированы клю-
чевые параметры реакции: установлена оптимальная температура отжига праймеров (57 °С) и концентрация MgCl2 
(1,5 мкл) на пробу. Чувствительность метода – 10² КОЕ/мл, что обеспечивает надёжное обнаружение даже при низ-
кой контаминации образца. Разработанная тест-система позволяет быстро и точно дифференцировать Listeria 
seeligeri от других представителей рода, включая патогенные виды. Это особенно важно для пищевой микробио-
логии, эпидемиологического надзора и лабораторной диагностики, где требуется исключение ложных срабатыва-
ний и повышение достоверности результатов. Полученные данные открывают возможности для расширения спек-
тра диагностических инструментов, направленных на комплексный контроль микробной безопасности пищевой 
продукции. 
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Abstract. The work presents the results of research on the development and optimization of a species-specific primer 
system for molecular genetic identification of Listeria seeligeri — a non-pathogenic representative of the genus Listeria, 
frequently detected in food products. The relevance of the development is due to the fact that most commercial diagnostic 
systems are focused exclusively on the detection of pathogenic L. monocytogenes, which may lead to false-positive results 
in the presence of phylogenetically close but harmless species. To improve the accuracy of microbiological control, an 
original test system was created based on the real-time PCR method. The gene LSE_RS03515, encoding a protein with LapB 
repeats and present only in L. seeligeri, was selected as a unique target. The design of 2 primer pairs (LsF1 LsR1 and LsF2 
LsR2) was performed using the Primer-BLAST software tool (NCBI). The 100 % specificity of the developed systems was 
experimentally confirmed when testing on DNA from seven Listeria species. Key reaction parameters were optimized: the 
optimal primer annealing temperature was established at 57 ∘C; the concentration of MgCl2 was optimized at 1,5 μL per 
sample. The sensitivity of the method is 102 CFU/mL, which ensures reliable detection even with low sample contamina-
tion. The developed test system allows for rapid and accurate differentiation of Listeria seeligeri from other representa-
tives of the genus, including pathogenic species. This is especially important for food microbiology, epidemiological surveil-
lance, and laboratory diagnostics, where the exclusion of false positives and an increase in result reliability are required. 
The obtained data open up opportunities for expanding the range of diagnostic tools aimed at comprehensive control of 
microbial safety of food products. 
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Введение 
Во всем мире из-за изменения образа жизни, со-

временных экономических систем, интереса к разно-
образным кулинарным блюдам, далеким от наших 
традиций, а также из-за пандемии COVID-19 наблю-
дается заметный рост потребления полуфабрикатов 
и готовых к употреблению продуктов [1].  

Современные методы производства, хранения и 
доставки пищевой продукции, несмотря на высокий 
уровень технологичности, могут способствовать ак-
тивному размножению отдельных видов патогенных 
микроорганизмов, достигающих концентраций, 
представляющих серьёзную угрозу для здоровья че-
ловека. Недостаточное внимание к этим рискам не-
редко становится причиной не только единичных 
случаев пищевых инфекций, но и масштабных вспы-
шек заболеваний, сопровождающихся значительной 
летальностью. Ярким примером подобной угрозы 
служит листериоз – тяжёлое инфекционное заболе-
вание, вызываемое Listeria monocytogenes. 

Листероз – заболевание пищевого происхожде-
ния, возбудителем, которого является бактерия 
Listeria, наиболее часто встречается у людей больных 
онкологическими заболеваниями, сахарным диабе-
том, ВИЧ-инфицированных, лиц пожилого возраста, 
беременных и новорожденных [2]. Основным возбу-
дителем листериоза у человека традиционно счита-
ется Listeria monocytogenes, однако потенциальный 
риск заражения сохраняется и со стороны других 
представителей рода Listeria (на сегодняшний день 
описано 19 видов). Согласно исследованиям зару-
бежных учёных, в пищевых продуктах наряду с L. 
monocytogenes наиболее часто выявляются такие 
виды, как L. innocua, L. seeligeri, L. ivanovii, L. grayii и L. 
welshimeri, что подчеркивает необходимость ком-
плексного микробиологического контроля при 
оценке безопасности пищевого сырья и готовой про-
дукции [3-7].  

Заболеваемость листериозом растет с каждым 
годом и требует более точных методов диагностики 
и профилактики, направленной на предупреждение 
возникновения и распространения данного инфекци-
онного заболевания. 

Идентификация видов Listeria в продуктах пита-
ния важна для мониторинга патогенных штаммов и 
облегчает реализацию мер контроля [8]. Поэтому 
важно уметь не только своевременно выделить куль-
туру листерий, но и идентифицировать ее до вида. 

Следует подчеркнуть, что большинство коммер-
чески доступных диагностических тест-систем на се-
годняшний день нацелены исключительно на выяв-
ление одного вида - Listeria monocytogenes. В то же 
время растёт понимание необходимости разработки 
и внедрения методик, способных на ранних этапах 
дифференцировать и других представителей рода 

Listeria, включая непатогенные виды, такие как L. 
seeligeri [9]. Это особенно актуально в условиях, когда 
точная идентификация всех видов Listeria имеет зна-
чение для эпидемиологического мониторинга, 
оценки микробиологической безопасности пищевой 
продукции и исключения ложноположительных ре-
зультатов. Таким образом, для специалистов в обла-
сти лабораторной диагностики листериоза крайне 
важно располагать надёжным, быстрым и дифферен-
цирующим методом, позволяющим не только обна-
руживать L. monocytogenes, но и надёжно отличать 
его от филогенетически близких видов, в том числе L. 
seeligeri [10]. 

Цель исследований – разработка системы прай-
меров для идентификации бактерий вида Listeria 
seeligeri методом полимеразной цепной реакции в 
режиме «реального времени и оптимизация их ра-
боты. 

Материалы и методы 
В работе использовали геномную ДНК семи ви-

дов бактерий рода Listeria (L. monocytogenes, L.grayi, 
L.welshimeri, L.murrayi, L.innocua, L.ivanovii, L.seeligeri). 
Выделение ДНК проводили с применением набора 
D-Cells (ООО «Биолабмикс», Новосибирск). 

Подбор и дизайн праймеров для Listeria seeligeri 
осуществляли в Primer-BLAST (NCBI). 

Для постановки ПЦР применяли реакционную 
смесь БиоМастер HS-qPCR SYBR Blue(2×) (Биолаб-
микс, г. Новосибирск) и стандартный набор лабора-
торного оборудования и расходных материалов. Ам-
плификацию осуществляли на приборе DTPrime 
(ДНК-Технология, Москва). 

Анализ данных выполнен в Microsoft Excel 
(Microsoft Office 2017). 

Результаты 
Для разработки праймерной системы для моле-

кулярно-генетической идентификации Listeria 
seeligeri были проанализированы геномы аннотиро-
ванные в NCBI. В качестве гена интереса был выбран 
не тривиальный участок LSE_RS03515 кодирующий 
белок, содержащий повторы LapB [Listeria seeligeri се-
ротип 1/2b str. SLCC3954] (рис. 1) 

 
 

 
 

Рис. 1. Геномный контекст последовательности 
 
По данным in-silico выбранный геномный локус 

является уникальным для данного вида и отсутствует 
у других представителей рода Listeria. 

Дизайн олигонуклеотидов осуществляли с помо-
щью инструмента Primer-BLAST (NCBI; 
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ ). В 
качестве праймеров были выбраны 2 пары:  

LsF1 CAAGCAACTGCAAGCGGAAA 
LsR1 GAAGACGCCGGTTGCTGAGT 
Амплифицируемый фрагмент 237 пар основа-

ний. 
LsF2 TTGAAGACGCCGGTTGCTGA 
LsR2 GTCAAGCAACTGCAAGCGGAAA 
Амплифицируемый фрагмент 241 пара основа-

ний.  
 

 
Рис.2. Подбор праймеров 
 
Синтез праймеров осуществлен компанией 

«ДНК-Синтез» (Москва). 
Оптимальную температуру отжига праймеров 

подбирали экспериментальным путем. В качестве 
матрицы использовали ДНК выделенную из коллек-
ционного штамма Listeria seeligeri. 

При написании программы амплификации поль-
зовались рекомендациями производителя реакци-
онной смеси: 1. Предварительная денатурация 95 °C 
– 300 сек. 2. 35 циклов: денатурация 95°C – 10 сек, от-
жиг (55…61 °С, с шагом в 2°С) – 15 сек, элонгация 68°C 
– 15 сек. Температура отжига 57 °C обеспечивает 
наиболее стабильную амплификацию (рис. 3-6). Эту 
температуру отжига применяли в дальнейшем для 
следующих этапов оптимизации работы праймерной 
системы. 

 

 
Рис. 3. Результаты амплификации L. seeligeri 

при температуре отжига праймеров 55°С 
 
Подбор оптимальной концентрации MgCl2 про-

водили путем изменения расчетов непосредственно 
при приготовлении ПЦР-продукта. Нами были проте-
стированы концентрации в границах от 0 до 2,5 мкл 
MgCl2 на 1 пробу. Оптимальной посчитали концентра-
цию в 1,5 мкл MgCl2, при которой наблюдали макси-
мальный флуоресцентный сигнал (табл. 1, рис. 7). 

 

 
Рис. 4. Результаты амплификации L. seeligeri 

при температуре отжига праймеров 57°С 
 

 
Рис. 5. Результаты амплификации L. seeligeri 

при температуре отжига праймеров 59°С 
 

 
Рис. 6. Результаты амплификации L. seeligeri 

при температуре отжига праймеров 61°С 
 
Таблица 1. Результаты амплификации при под-

боре оптимальной концентрации MgCl2 

 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Рис. 7. Результаты амплификации при подборе 

оптимальной концентрации MgCl2 
 
Таблица 2. Изучение специфичности разрабо-

танной системы праймеров для детекции L. seeligeri 
методом ПЦР-РВ 

 
 

 
Рис. 8. Изучение специфичности разработанной 

праймерной системы для идентификации L. seel-
igeri 

 
Специфичность разработанной праймерной си-

стемы проверяли с использованием ДНК дополни-
тельных штаммов бактерий рода Listeria: L. monocyto-
genes, L. innocua, L. ivanovii L. welshimeri, L. grayi, L. 
murrayi. Амплификация наблюдалась только при ис-
пользовании ДНК L. seeligeri, что подтверждает 100 % 
специфичность подобранных праймеров (табл. 2, 
рис. 8). 

Чувствительность тест-системы оценивали на се-
рии 10-кратных разведений суточной культуры L. 
seeligeri соответствующую 10¹–107 КОЕ/мл. Предел 
обнаружения составил 10² КОЕ/мл (100 жизнеспособ-
ных клеток в 1 мл). 

Обсуждение  
Многочисленные вспышки листериоза в ряде 

стран мира и его широкое распространение в окру-
жающей среде обуславливает необходимость усо-
вершенствования лабораторной диагностики инфек-
ции, то есть улучшение качества существующих и со-
здание новых методов детекции. 

В современной лабораторной диагностике ли-
стериоза широко используются молекулярно-генети-
ческие методы, которые значительно ускоряют про-
цесс идентификации листерии, по сравнению с дли-
тельным бактериологическим исследованием. Осо-
бое место среди этих методов занимает полимераз-
ная цепная реакция (ПЦР) [11].  

Важно отметить, что выпускаемые на сегодняш-
ний день коммерческие тест системы определяют 
только один вид листерий – L. monocytogenes. В своих 
исследованиях Нечаев А. Ю. с коллегами для выявле-
ния листерий в мясопродуктах молекулярно - генети-
ческим методом использовали набор для ПЦР в ре-
альном времени iQ Check ™ Listeria monocytogenes 
(BioRad, Германия) [12]. Предложен и запатентован 
набор ПЦР для выявления ДНК патогенных микроор-
ганизмов вида Listeria monocytogenes в пробах био-
материала, в пробах кормов, в объектах внешней 
среды.  

На протяжении многих лет, иностранные кол-
леги для дифференциальной диагностики и выявле-
ния L. seeligeri в продуктах питания применяют ПЦР 
[11, 13]. Авторы [14] представили разработку и 
оценку 5′-экзонуклеазного анализа в реальном вре-
мени для быстрой идентификации L. seeligeri, L. 
welshimeri, L. monocytogenes и L. ivanovii, L. grayi, L. 
innocua. Разработанный анализ оказался специфич-
ным, быстрым и воспроизводимым, поэтому его 
можно использовать в загруженных специализиро-
ванных лабораториях. 

D. Liu с коллегами после сравнительного анализа 
геномной ДНК шести видов Listeria методом точеч-
ной гибридизации выделили один специфичный для 
L. seeligeri клон (lse24-315), содержащий вставку дли-
ной 1538 пар оснований. Используя праймеры (lse24-
315F и lse24-315R), полученные из этого клона, уста-
новили, что специфический продукт ПЦР длиной 375 
п.о. образуется только из геномной ДНК штаммов L. 
seeligeri. Таким образом, ПЦР с использованием 
праймеров lse24-315F и lse24-315R обеспечивает 
быстрый, чувствительный и специфичный метод для 
отличия L. seeligeri от других листерий и распростра-
нённых бактерий [15-16]. 

Заключение 
В ходе проведенных исследований оптимизиро-

вана работа двух оригинальных систем праймеров 
для детекции L. seeligeri методом ПЦР. Специфич-
ность подобранных систем праймеров составила 
100%. Чувствительность реакции 102 клеток/мл. Ори-
ентируясь на результаты проведенных исследований 
в качестве основной пары праймеров выбрана пара 
LsF1 F1 CAAGCAACTGCAAGCGGAAA; R1 
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GAAGACGCCGGTTGCTGAGT, ограничивающая участок 
в 237 п.о. гена, кодирующего белок, содержащий по-
вторы LapB для Listeria seeligeri.  
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